Рівень інсуліноподібного фактору росту-1 та гідроген сульфіду у щурів з неалкогольною жировою хворобою печінки, асоційованою з гіпергомоцистеїнемією by Nekrut, D. O. et al.
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ВІННИЦЬКИЙ НАЦІОНАЛЬНИЙ МЕДИЧНИЙ УНІВЕРСИТЕТ ІМЕНІ М. І. ПИРОГОВА
РІВЕНЬ ІНСУЛІНОПОДІбНОГО ФАКТОРА РОСТУ-1 ТА ГІДРОГЕН 
СУЛЬФІДУ В ЩУРІВ З НЕАЛКОГОЛЬНОю ЖИРОВОю ХВОРОбОю 
ПЕЧІНКИ, АСОЦІЙОВАНОю З ГІПЕРГОМОЦИСТЕЇНЕМІЄю 
Вступ. Неалкогольна жирова хвороба печінки (НАЖХП) – хронічне захворювання, що об’єднує низку 
морфологічних змін (стеатоз, стеатогепатит, стеатофіброз та цироз печінки). Розвиток НАЖХП часто 
супроводжується підвищенням рівня гомоцистеїну, з іншого боку – гіпергомоцистеїнемію (ГГЦ) вважають 
самостійним чинником стеатозу та фіброзу печінки. Важливу роль у регуляції функціонального стану 
печінки відіграють IGF-1 та газотрансмітер гідроген сульфід (H2S), але їх роль у патогенезі НАЖХП, 
асоційованої з ГГЦ, залишається невизначеною.
Мета дослідження – визначити рівень IGF-1 в сироватці крові та вміст H2S у печінці щурів з НАЖХП, 
індукованою високожировою дієтою (ВЖД) та її поєднанням з тіолактоновою ГГЦ.
Методи дослідження. Досліди проведено на 56 білих щурах-самцях. Тварин було поділено на чотири 
групи: щури 1-ї і 2-ї груп отримували стандартну дієту, 3-ї і 4-ї – ВЖД упродовж 60 діб. Тваринам 2-ї і 4-ї 
груп щоденно вводили тіолактон гомоцистеїну (100 мг/кг внутрішньошлунково). Визначали рівень гомо-
цистеїну та IGF-1 в сироватці крові, а також вміст H2S у печінці щурів.
Результати й обговорення. Застосування ВЖД, тіолактону гомоцистеїну й, особливо, їх поєднання 
викликало зниження рівня IGF-1 в сироватці крові та вмісту H2S у печінці щурів. У тварин з НАЖХП, 
асоційованою з ГГЦ, вміст H2S у печінці та рівень IGF-1 в крові були достовірно нижчими на 22,6 і 32,2 %, 
ніж у щурів з ізольованою НАЖХП. Рівень гомоцистеїну обернено корелював з рівнем IGF-1 у крові та 
вмістом Н2S у печінці (r=-0,68, -0,73, р<0,01). Дефіцит антифіброзних медіаторів IGF-1 та H2S може бути 
чинником прогресування НАЖХП, асоційованої з ГГЦ. 
Висновок. 60-добове застосування ВЖД або тіолактону гомоцистеїну викликає зниження рівня IGF-1 
в сироватці крові та вмісту H2S у печінці, але найбільш суттєвий дефіцит цих медіаторів формується 
при поєднанні ВЖД з ГГЦ.
КЛючОВІ СЛОВА: інсуліноподібний фактор росту-1; гідроген сульфід; гомоцистеїн; високожиро-
ва дієта; неалкогольна жирова хвороба печінки. 
ВСТУП. Неалкогольна жирова хвороба 
печінки (НАжХП) – хронічне захворювання, що 
об’єднує широкий спектр морфологічних змін 
(стеатоз, стеатогепатит, стеатофіброз, цироз 
печінки) та є вагомим чинником зростання смерт-
ності населення [1]. Розвиток НАжХП часто 
супроводжується підвищенням рівня гомоцис-
теїну, з іншого боку – гіпергомоцистеїнемію (ГГЦ) 
вважають самостійним чинником стеатозу та 
фіброзу печінки [2–6]. Гіпергомоцистеїнемія є 
досить розповсюдженим метаболічним розла-
дом, в Україні її виявляють майже у 10 % прак-
тично здорових дорослих осіб [7], а серед па-
цієнтів із хронічними захворюваннями печінки 
частота ГГЦ може перевищувати 50 % [5, 6]. 
Таким чином, дослідження патогенетичних особ-
ливостей НАжХП, асоційованої з ГГЦ, зали-
шається актуальним. 
Важливу роль у регуляції функціонального 
стану печінки відіграє IGF-1, який контролює 
тканинний ріст, диференціацію та проліферацію 
гепатоцитів, ліпідний метаболізм, проявляє анти-
оксидантну і цитопротекторну дію, запобігає 
мітохондріальній дисфункції [8, 9]. Також у про-
цесі обміну гомоцистеїну в печінці синтезу ється 
газотрансмітер гідроген сульфід (Н2S), який 
проявляє властивості антиоксиданта, цитопро-
тек тора, вазодилататора, бере участь у регуляції 
аутофагії [10]. було показано, що розвиток © Д. О. Некрут, Н. В. Заічко, О. б. Струтинська, 2017.
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CCl4-індукованого фіброзу печінки супроводжу-
ється зниженням сироваткового та печінкового 
рівнів Н2S і пригніченням його ендогенного про-
дукування [4, 11]. Проте роль IGF-1 та Н2S у 
пато генезі НАжХП, асоційованої з ГГЦ, залиша-
ється невизначеною. 
Мета дослідження – визначити рівень IGF-1 
в сироватці крові та вміст Н2S у печінці щурів з 
НАжХП, індукованою високожировою дієтою та 
її поєднанням з тіолактоновою ГГЦ. 
МЕТОДИ ДОСЛІДжЕННЯ. Досліди проведе-
но на 56 білих лабораторних щурах-самцях із 
початковою масою 210–280 г. Під час експери-
ментів тварини перебували в стандартних умо-
вах віварію з 12-годинним світловим режимом 
день/ніч при температурі (22±2) °С та відносній 
вологості повітря (50±5) %, воду і корм отриму-
вали ad libitum згідно з нормативами. Усі досліди 
виконано відповідно до загальних етичних 
принципів експериментів на тваринах, ухвалених 
на Першому національному конгресі України з 
біоетики (Київ, 2001), положення Європейської 
конвенції про захист хребетних тварин, що ви-
користовуються для дослідних та інших наукових 
цілей (Страсбург, 1986), Директив Ради Європи 
86/609/ЕЕС (1986), Закону України від 21.02.2006 р. 
№ 3447-IV “Про захист тварин від жорстокого 
поводження”, що засвідчив комітет з біоетики 
Вінницького національного медичного універси-
тету імені М. І. Пирогова. У роботі застосовано 
модель НАжХП, індукованої високожировою 
дієтою (ВжД), яка поєднувалась із моделлю 
тіолактонової ГГЦ [12]. Тварин випадковим чи-
ном було поділено на чотири групи (n=14): щури 
1-ї і 2-ї груп отримували стандартну дієту, зба-
лансовану за всіма макро- та мікронутрієнтами, 
яка постачала 21 % ккал за рахунок жирів і 62 % 
ккал за рахунок вуглеводів, 3-ї і 4-ї – ВжД, що 
постачала 54 % ккал за рахунок жирів та 29 % 
ккал за рахунок вуглеводів (частка протеїнів за-
безпечувала 17 % ккал в обох дієтах). Тваринам 
2-ї і 4-ї груп щоденно вводили тіолактон D,L-го-
мо цистеїну гідрохлорид (“Acros Organics”, Іта лія) 
в дозі 100 мг/кг внутрішньошлунково на 1 % 
крохмальному гелі, щури груп порівняння отри-
мували еквівалентну кількість розчинника. Три-
валість досліду становила 60 діб, через 24 год 
після останнього введення речовин тварин 
піддавали евтаназії шляхом декапітації під 
тіопенталовим наркозом (тіопентал натрію – 
100 мг/кг внутрішньочеревно). 
Сироватку крові отримували шляхом цен-
трифугування цільної крові при 1500 об./хв 15 хв 
при 18–22 °С. Аліквоти сироватки відбирали в 
мікропробірки Ерpendorf і зберігали при -20 °С 
до проведення дослідження. Рівень IGF-1 та 
гомоцистеїну в сироватці крові визначали імуно-
ферментним методом ELISA за допомогою на-
борів “Homocysteine EIA” (“Axis-Shield”, Англія) і 
“m/r IGF-1-ELISA (IGFBP-blocked)” (“Mediagnost”, 
Німеччина) відповідно до інструкції фірми-ви-
робника на аналізаторі STAT FAX 303/PLUS 
(“Awareness Technologies”, США). 
Вміст H2S у печінці визначали за методом 
[13]. Печінку перфузували холодним 1,15 % 
розчином KCl, наважку тканини гомогенізували 
протягом 1–2 хв в охолодженому середовищі 
0,01 М NaOH у співвідношенні 1:5 (маса/об’єм) 
при 3000 об./хв (тефлон-скло). Далі всі маніпуляції 
проводили в щільно закритих пластикових про-
бірках (для попередження втрат H2S). До 1 мл 
гомогенату додавали 250 мкл 50 % CCl3COOH, 
центрифугували при 3000 об./хв 15 хв, відбира-
ли супернатант. До 750 мл супернатанту дода-
вали 150 мкл 20 мМ розчину N,N-диметил-пара-
фенілендіаміну сульфату в 7,2 М хлоридній 
кислоті, 150 мкл 30 мМ розчину FeCl3 в 1,2 М 
хлоридній кислоті, інкубували 20 хв при 20–22 °С. 
Фотометрували при 670 нм. 
Обробку первинного матеріалу проводили 
за допомогою універсальних статистичних про-
грам MS Excel, SPSS Statistics 22 for Windows. 
Визначали середнє значення, стандартні по-
милки. Для оцінки відмінностей показників за-
стосовували при нормальному розподілі пара-
метричний t-критерій Стьюдента, при відхиленні 
від нормального розподілу – непараметричний 
U-критерій Манна–Уїтні, нормальність розподілу 
визначали за критерієм Шапіро–Уїлка. Зв’язок 
між показниками визначали за допомогою 
кореляційного аналізу за Пірсоном. Статистично 
значущими вважали відмінності при р<0,05. 
Результати наведено як М±m. 
РЕЗУЛЬТАТИ Й ОбГОВОРЕННЯ. Результати 
наших досліджень свідчать про те, що введення 
тіолактону гомоцистеїну на тлі стандартної дієти 
забезпечувало формування помірної ГГЦ, тоді 
як застосування ВжД індукувало розвиток легкої 
ГГЦ (табл.). 
Так, станом на 60-ту добу рівень гомоцистеїну 
в щурів 2-ї і 3-ї груп був вищим на 88,1 та 38,2 %, 
ніж у тварин контрольної групи. Введення 
тіолактону гомоцистеїну на тлі ВжД викликало 
найбільш виразну ГГЦ: рівень гомоцистеїну був 
достовірно вищим на 114,2 %, ніж у кон трольній 
групі, й на 13,9 та 55,0 % вищим, ніж у щурів 2-ї 
і 3-ї груп (р<0,05). 
Встановлено, що за умов ГГЦ, ВжД і, особ-
ливо, при їх поєднанні суттєво знижувався рівень 
IGF-1 в сироватці крові щурів. Так, у тварин 
1-ї групи рівень IGF-1 в сироватці крові коливав-
ся від 266,0 до 352,4 нг/мл (95 % СІ) і в серед-
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ньому становив 303,4 нг/мл. У щурів 2-ї і 3-ї груп 
сироватковий рівень IGF-1 був достовірно ниж-
чим на 31,4 та 15,7 %, ніж у тварин 1-ї групи. 
Зауважимо, що сироватковий рівень IGF-1 у 
щурів 4-ї групи виявився достовірно нижчим за 
такий у тварин 1–3 груп на 42,8; 16,6 та 32,2 % 
відповідно. 
З’ясовано, що застосування тіолактону го-
моцистеїну та ВжД забезпечувало формування 
помірного дефіциту Н2S у печінці, який суттєво 
поглиблювався при поєднанні вказаних стеато-
генних чинників (рис. 1). 
Так, вміст Н2S у печінці щурів 1-ї групи коли-
вався від 4,33 до 6,29 мкг/г тканини (95 % СІ) і в 
середньому становив 5,09 мкг/г тканини. Вод-
ночас у печінці тварин 2–4 груп він був досто вірно 
нижчим на 26,3; 21,0 та 38,9 %, ніж у щурів 
1-ї групи. Крім того, вміст Н2S у печінці тварин 
4-ї групи був достовірно меншим на 17,1 та 
22,6 %, ніж у щурів 2-ї і 3-ї груп відповідно. 
Кореляційний аналіз засвідчив (рис. 2) до-
стовірний обернений зв’язок між рівнем гомо-
цистеїну та рівнем IGF-1 в сироватці крові 
(r=-0,68, р<0,01). Також рівень гомоцистеїну 
сильно обернено корелював із вмістом H2S у 
печінці (r=-0,73, р<0,01). Між сироватковим рів-
нем IGF-1 та вмістом H2S у печінці виявили до-
стовірний прямий зв’язок середньої сили (r=0,48, 
р<0,05). 
Питання щодо молекулярних механізмів 
депримуючого впливу ГГЦ на систему IGF-1 
потребує подальшого вивчення. Як відомо, 
близько 75 % IGF-1, що циркулює в крові, секре-
тується гепатоцитами [9]. Тому можна припусти-
ти, що зниження рівня IGF-1 в сироватці крові є 
наслідком пригнічення його продукування в пе-
чінці щурів за умов ВжД та ГГЦ. 
Існують дані, що іn vitro в культурі стовбуро-
вих клітин кісткового мозку високі рівні гомо-
цистеїну виявляли здатність індукувати оксида-
тивний стрес та апоптоз і пригнічувати продуку-
вання IGF-1 [14]. За результатами клінічних 
спостережень, зростання рівня гомоцистеїну 
супроводжується зниженням рівня IGF-1 в сиро-
ватці крові практично здорових чоловіків [15] та 
осіб похилого віку [16]. З іншого боку, зменшен-
ня рівня IGF-1 може виявитись самостійним 
чинником, що індукує розвиток ГГЦ за НАжХП, 
оскільки in vitro встановлено здатність цього 
ростового фактора підвищувати активність ме-
тіонінсинтетази [17]. Зниження рівня IGF-1 в 
крові розглядають як чинник формування мета-
болічного синдрому, ожиріння та кардіоваску-
лярних ускладнень [9, 18]. 
Негативний вплив ГГЦ на обмін Н2S може 
реалізуватись через різні механізми, адже ензи-
ми метаболізму цієї біологічно активної молеку-
ли є редокс-чутливими протеїнами [19]. Також 
Таблиця – Рівень гомоцистеїну й iGf-1 в сироватці крові щурів за високожирової дієти  
та її поєднання з тіолактоновою ГГЦ (M±m)
Група щурів (n=14) Гомоцистеїн, мкмоль/л IGF-1, нг/мл
1-ша Контроль 5,37±0,17 303,4±7,91
2-га ГГЦ 10,1±0,32* 208,2±11,5*
3-тя ВжД 7,42±0,34*# 255,9±9,87*#
4-та ВжД+ГГЦ 11,5±0,29*#§ 173,6±5,48*#§
Примітки: 
1. * – достовірність відмінностей відносно 1-ї групи (р<0,05).
2. # – достовірність відмінностей відносно 2-ї групи (р<0,05).
3. § – достовірність відмінностей відносно 3-ї групи (р<0,05). 
Рис. 1. Вміст Н2S у печінці щурів за високожирової дієти та при її поєднанні з тіолактоновою ГГЦ (* – р<0,05 віднос-
но 1-ї групи; # – р<0,05 відносно 2-ї групи 2; § – р<0,05 відносно 3-ї групи; M±m).
Контроль, n=14 ГГЦ, n=14 НАжХП, n=14 НАжХП+ГГЦ, n=14
* *
* # §
5,09±0,21 3,75±0,25 4,02±0,13 3,11±0,15
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Н2S здатний взаємодіяти з активними формами 
кисню, реакційно-здатними ліпідними деривата-
ми, тіоловими групами [19, 20]. Раніше було 
показано, що при поєднанні ВжД та ГГЦ істотно 
посилюється оксидативний стрес [12] і може 
прискорюватись споживання ендогенного Н2S у 
гепатоцитах. Існують дані, що донори Н2S про-
являють антифіброзну активність: сприяють 
зниженню вмісту гіалуронової кислоти, гідрокси-
проліну, колагену, пригнічують проліферацію 
зірчастих клітин та апоптоз гепатоцитів у тварин 
з моделями печінкового фіброзу [11, 20]. 
Отже, зниження сироваткового рівня IGF-1 
та вмісту Н2S у печінці може бути вагомим чин-
ником прогресування НАжХП, асоційованої з 
ГГЦ.
ВИСНОВКИ. 60-добове застосування ВжД 
або тіолактону гомоцистеїну викликає зниження 
рівня IGF-1 в сироватці крові та вмісту Н2S у 
печінці, але найбільш суттєвий дефіцит цих 
медіаторів формується при поєднанні ВжД з 
ГГЦ. У щурів з НАжХП, асоційованою з ГГЦ, 
печінковий вміст Н2S та сироватковий рівень 
IGF-1 достовірно нижчі на 22,6 і 32,2 %, ніж у 
тварин з ізольованою НАжХП. Між рівнем гомо-
цистеїну в сироватці крові та рівнем IGF-1 в 
сироватці крові, а також вмістом Н2S у печінці 
існує достовірний обернений кореляційний  зв’язок. 
Перспективи подальших досліджень по-
лягають у визначенні шляхів фармакологічної 
корекції дефіциту вказаних антифіброзних ме-
діаторів за умов НАжХП. 
Рис. 2. Зв’язок рівня гомоцистеїну з рівнем IGF-1 в сироватці крові та вмістом H2S у печінці щурів з НАжХП і ГГЦ. 
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Д. А. Некрут, Н. В. Заичко, Е. Б. Струтинская
ВИННИЦКИЙ НАЦИОНАЛЬНЫЙ МЕДИЦИНСКИЙ УНИВЕРСИТЕТ ИМЕНИ Н. И. ПИРОГОВА
УРОВЕНЬ ИНСУЛИНОПОДОбНОГО ФАКТОРА РОСТА-1 И СЕРОВОДОРОДА 
У КРЫС С НЕАЛКОГОЛЬНОЙ ЖИРОВОЙ бОЛЕЗНЬю ПЕЧЕНИ, 
АССОЦИИРОВАННОЙ С ГИПЕРГОМОЦИСТЕИНЕМИЕЙ 
Резюме
Вступление. Неалкогольная жировая болезнь печени (НАЖБП) – хроническое заболевание, что 
объеди няет ряд морфологических изменений (стеатогепатит, стеатофиброз и цирроз печени). Разви-
тие НАЖБП часто сопровождается повышением уровня гомоцистеина, с другой стороны – гипергомо-
цистеинемию (ГГЦ) считают самостоятельным фактором стеатоза и фиброза печени. Важную роль в 
регуляции функционального состояния печени играют IGF-1 и газотрансмиттер сероводород (H2S), но 
их роль в патогенезе НАЖБП, ассоциированной с ГГЦ, остается неясной.
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Цель исследования – определить уровень IGF-1 в сыворотке крови и содержание H2S в печени крыс 
с НАЖБП, индуцированной высокожировой диетой (ВЖД) и ее сочетанием с тиолактоновой ГГЦ.
Методы исследования. Опыты проведены на 56 белых крысах-самцах. Животные были разделены 
на четыре группы: крысы 1-й и 2-й групп получали стандартную диету, 3-й и 4-й – ВЖД в течение 60 
суток. Животным 2-й и 4-й групп ежедневно вводили тиолактон гомоцистеина (100 мг/кг внутрижелу-
дочно). Определяли уровень гомоцистеина и IGF-1 в сыворотке крови, а также содержание H2S в печени 
крыс.
Результаты и обсуждение. Применение ВЖД, тиолактона гомоцистеина и, особенно, их сочетания 
вызывало снижение уровня IGF-1 в сыворотке крови и содержания H2S в печени крыс. У животных с  НАЖБП, 
ассоциированной с ГГЦ, содержание H2S в печени и уровень IGF-1 в крови были достоверно ниже на 22,6 
и 32,2 %, чем у крыс с изолированной НАЖБП. Уровень гомоцистеина обратно коррелировал с уровнем 
IGF-1 в крови и содержанием H2S в печени (r=-0,68, -0,73, р<0,01). Дефицит антифиброзных медиаторов 
IGF-1 и H2S может быть фактором прогрессирования НАЖБП, ассоциированной с ГГц. 
Вывод. 60-суточное применение ВЖД или тиолактона гомоцистеина вызывает снижение уровня 
IGF-1 в сыворотке крови и содержания H2S в печени, но наиболее существенный дефицит этих медиа-
торов формируется при сочетании ВЖД с ГГц.
КЛючЕВЫЕ СЛОВА: инсулиноподобный фактор роста-1; сероводород; гомоцистеин; высокожи-
ровая диета; неалкогольная жировая болезнь печени. 
d. o. nekrut, n. V. Zaichko, o. B. Strutinska
M. PYROHOV VINNYTSIA NATIONAL MEDICAL UNIVERSITY
LEVELS OF INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR-1 AND HYDROGEN SULFIDE 
IN RATS WITH NONALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE ASSOCIATED WITH 
HYPERHOMOCYSTEINEMIA
Summary
Introduction. Evolution of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is often accompanied by increased levels 
of homocysteine, on the other hand hyperhomocysteinemia (HHC) is considered as an independent factor for 
steatosis and fibrosis of the liver. An important role in regulating of liver functional state has IGF-1 and gas mediator 
– hydrogen sulfide (H2S), but their role in the pathogenesis NAFLD associated with HHC, is not certain.
The aim of the study – to investigate level of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) in blood and concentration of 
H2S in the liver of rats with NAFLD induced by high fat diet (HFD) and its combination with HHC.
Methods of the research. The experiment was performed on 56 white male rats. Animals were divided into 4 
groups. Group 1 and group 2 received standard diet, group 3 and group 4 received HFD for 60 days. Rats from 
groups 2 and 4 were injected іntragastrically daily by thiolakton homocysteine  in the dose of 100 mg/kg. After 
experiment the levels of homocysteine  and IGF-1 in serum and H2S content in the liver of rats were determined.
Results and Discussion. Homocysteine thiolactone or HFD and especially their combination causes a reduction 
of IGF-1 in serum and H2S content in the liver of rats. Rats with NAFLD associated with HHC had levels of H2S and 
IGF-1 significantly lower (respectively 22.6 % and 32.2 %) than that of rats with purely NAFLD. The level of 
homocysteine  is inversely correlated with the level of IGF-1 in blood and the level of H2S in the liver (r= -0.68, -0.73, 
р<0.01). Formation of deficit аntifibrotic mediators (IGF-1 and H2S) may be a factor in the progression NAFLD 
associated with HHC. 
Conclusions. 60-day use of HFD or homocysteine thiolactone  causes reduction of IGF-1 in serum and H2S 
content in the liver, but the most significant shortage of mediators is as result of the combination HFD with HHC.
KEY WORDS: insulin-like growth factor-1; hydrogen sulfide; homocysteine; high fat diet; nonalcoholic 
fatty liver disease. 
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